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Uvod

Na 17 strandch studentka pojedndvd o kosti a kostnich burikdch, remodelaci kosti,
osteoklastogenezi, ¢i rlznych in vitro modelech pouzivanych pro studium kostni remodelace. Tato ¢ast je
pomérné zdafil, je jasné ¢lenéna a predklada dostatecné informace pro pochopeni problematiky.

Material a metody

Ve svém diplomovém projektu studentka zvladla skalu metodik prace s bunéénymi kulturami.
K vizualizaci pak pouZzivala fluorescencni mikroskopie a svételné mikroskopie.

Pro vytvoreni ko-kultury byly pouZity osteoblasty z femuru potkanl a monocyty/makrofagy
z periferni krve, v metodice ale neni jasné uvedeno, Ze studentka monocyty/makrofagy pfimo neizolovala,
a tak byly v ko-kulturach i dalsi bunécné typy (tento fakt je ale spravné diskutovan v sekci diskuse).

Pfi rozmrazovani bunék studentka neuvadi miru preZivani. Osteopordza byla u OVX samic
ovéfovana mérenim estradiolu, osteokalcinu a B-crosslapsu, tato méreni pfinesla nejednoznacné vysledky.
Proto byla osteopordza prokazana pomoci microCT, tato data ale nejsou bohuZel ukadzana. Také neni
zfejmé, zda byla microCT provedena u vSech samic pouZitych v experimentech.



Vysledky

Studentka vyprodukovala velké mnozstvi vysledkd, tato sekce je ale v diplomové praci pomérné
nepfehledna. Pro vizualizaci dat studentka pouziva pouze sloupcové grafy, pravdépodobné vytvorené v MS
Excel, zde bych do budoucna navrhoval pouzit néktery z vyrazné kvalitnéjSich program( pro vizualizaci.
Studentka taky pouzivd nestandardni zobrazovani statisticky vyznamnych rozdil(, tento zpdsob neni pfilis
prehledny.

Alespon u nékterych grafl bych ocenil zobrazeni jednotlivych hodnot. Z legendy graft je pak ¢asto
nejasné, zda jsou v grafech zobrazovdny hodnoty opakovani, kolik opakovani bylo atd. V sekci metody
studentka sice zminuje: ,Hodnoty v grafech jsou prdmérem 4-5 paralelnich jamek/skupin®, ale z legend
jednotlivych grafl pak toto vycist nelze.

Toto je pak zdsadni napriklad v grafu ¢.4, standardni odchylka je zde vyraznd, studentka ale nediskutuje
proc.

Podobny problém je déle v grafu ¢.8., a pravé v grafu s velkou smérodatnou odchylkou by bylo lepsi
ukazat jednotlivé hodnoty méreni, které studentka provedla. Jak si vysvétluje markantni rozdil v obou
mérenich, jde pouze o technickou chybu? Velkd smérodatnd odchylka je potom pouze casteéné
diskutovana v diskusi, graf ¢.8 pfitom zobrazuje jedno zklicovych méfeni pro stanoveni ovlivnéni
osteoklastogeneze ,poolovanim” PBMCs.

Nikde v textu také nejsou uvedeny konkrétni hodnoty jednotlivych méreni.

Problémem jsou potom obrdazky z fluorescencni mikroskopie. V diplomové praci jsou tyto obrazky
v nedostatecném rozliSeni a lze $patné vidét, co chce studentka ukdzat. V zadném z obrdzkd nejsou
zobrazeny jednotlivé fluorescencéni kanaly zvlast, pouze jejich prekryv. Ve vétsiné obrazkd jsme tak odkazani
na pritomnost, cituji, ,cernych dér”, které predstavuji osteoklasty. V. metodach je ale spravné ukazan detail
osteoklastu v kultute, kde je dana burika jasné rozlisena.

Mikroskopie byla také pouZzita pro uréeni miry osteoklastogeneze. Studentka ale nikde neuvadi
kvantifikaci poctu, Ci velikosti bunék ze svych kultur. Velikost, pocet bunék a vice-jadernost pfitom
studentka naptiklad pouziva k zavérlim ze zkoumani vlivu PGE2 s MC-CSF a RANKL (napfiklad obrazek ¢.10),
nebo se dostava i k nejasnym tvrzenim jako je ,zietelny trend zvySené osteoklastogeneze v ko-kulturach s
bunkami OVX jedinc(.” u obrazkd ¢.13 a 14.

V neposledni fadé, v mikroskopickych obrazcich studentka oznaluje jednotlivé bunky pomoci
bilych Sipek, které nejsou v nékterych obrazcich skoro zfetelné, napriklad hned v obrazku ¢.5, kde studentka
ukazuje TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem, nebo pUsobi velmi rusivé a neprehledné (obrazek
¢.10) a nejsou zde Uplné jasna kritéria, na zékladé kterych jsou nékteré burky oznaceny a nékteré ne.



Diskuse

Tuto ¢ast hodnotim jako zdafilou, studentka vycerpavajicim zplsobem diskutuje své vysledky, a

porovnava je s jinymi studiemi. Nékteré ¢asti jsou lehce neprehledné, ale to v celkovém dojmu neubira na
kvalité této kapitoly

Zavér

Studentka v této ¢asti vyjmenovava vysledky svého projektu. Ty nejsou ale zpétné propojeny se
stanovenymi cili, kde by bylo jasné feceno, které ¢asti byly, nebo nebyly naplnény.

Literarni prehled

V praci je celkem 119 citaci, z ¢eho?Z vice nez polovina, 67, je starsich 10 let. V nékterych ¢astech
citace chybi, naptiklad hned na strané Uvodu:
»RoCné je nahrazeno pfiblizné 10 % celkového obsahu kosti”, nebo,
,Mezinarodni nadace pro osteopordzu udava, ze u 1 ze 3 Zzen a 1 z 5 muz( starsich 50 let, dochazi ke
zlomeniné kosti pravé v dlisledku osteopordzy.”

V nékterych ¢astech by potom bylo zahodno citovat primarni prace, nikoliv review, napfiklad strana
14 ,Mechanické zatizeni osteocytl vede k produkci faktor( [...] Apoptdza osteocytl je dalSim faktorem,
ktery ma na osteoklasty chemotakticky ucinek [...] ddlezitym zdrojem RANKL a jsou proto nékdy povazovany
za hlavni modulatory kostni remodelace”,
nebo strana 16, ,V séru se vyskytuji 2 isoformy [...] Tento enzym ma fosfatdzovou aktivitu a je schopen
generovat kyslikové radikaly v pritomnosti peroxidu vodiku a zabiji tak bakterie Uc¢innéji, nez samotny
peroxid vodiku”

Celkové hodnocenf

Samotna diplomova prace trpi nékterymi nedostatky. Ty nachazim hlavné v kapitole vysledky. Celd
kapitola je pomérné neprehledna. Studentka nikde neuvadi pfesné hodnoty svych méfeni, ze sloupcovych
grafl nejsme potom schopni jednotlivé hodnoty odecist. Obrazky zfluorescencni mikroskopie jsou
v nedostatecném rozliseni, nejsou zvlast zobrazeny jednotlivé fluorescencni kanaly a neni pouZita 7adna
kvantifikace, a¢ pravé pozorované zmény fluorescenéni mikroskopie maji byt v nékterych pripadech
prikazné pro zmény v bunécnych kulturach. Vyzdvihuji ale kapitolu diskuse, kde studentka spravné a
vycCerpavajicim zplsobem diskutuje sva pozorovani a porovnava je s dostupnou literaturou. Studentka jasné
prokdzala své schopnosti v laboratofi a pfi svém projektu odvedla znacny kus prace.

Diplomovou préci navrhuji k pfijeti a jako podklad pro udéleni titulu Magister.



Otazky:

Studentka v diskusi spravné zminuje vliv véku zvifete na tvorbu osteoklastl. Bunky ze zdravych
samic byly odebrany ve véku 3 mésice, buriky z OVX samic ve vyrazné vyssim véku 12 mésicl. Jaké
dalsi zmény souvisejici s chronologickym starnutim, ¢i starnutim imunitniho systému, mély vliv na
vysledky experimentl s OVX samicemi?

Studentka se snaZila zjistit vliv ,poolovani” bunék na osteoklastogenezi. Studentka vylucuje vliv
alogenni reakce na osteoklastogenezi. Dochdzelo k alogenni reakci? A Ize z urcitosti tvrdit, Ze
,poolovani” bunék nepredstavuje Zadnou, nebo jen marginalni limitaci?

V grafu ¢€.16, 1. a 7. den studentka pozorovala vyssi aktivitu ALP u osteoblastl izolovanych z OVX
jedincl, v ko-kulture osteoblastli a PBMC z OVX jedincl, ¢i monokultury z OVX. V den 14. je ale
vidét zvySeni produkce ALP ko-kultury ze zdravych jedincl. Toto pozorovani neni diskutovano. Jak
si ho tedy studentka vysvétluje?

Studentka ¢asto zmifiuje pojem , interindividualni rozdily“. Které vsechny rozdily, hlavné s ohledem
na imunitni bufky, ma studentka na mysli?

Jak si studentka vysvétluje naméreni nizsich hodnot ALP v 14.den ko-kultivace ve skupinach, kde
dochézelo k osteoglastogenezi, pri pridani jak PGE2, tak i 1a,24-dihydroxyvitaminu D3 (grafy ¢.13 a
21)?

V zavéru studentka zmifuje, Ze vznikly model Ize pouZit v tkdflovém inZenyrstvi, nebo pro testovani
anti-resorpcnich léCiv. Dokdzala by studentka toto tvrzeni rozvést? Jak by bylo pfipadné nutné
vznikly model dale optimalizovat, kromé toho, co studentka zmirfiuje jako ,,moZnosti dalSiho
rozsifen” vzniklého modelu?

V Praze 26.1.2022 Mgr. Zdenék Zadrazil, Ph.D.



